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® Varfahran zur DurchfUhrung analytischar Bastimmungan und hiarfUr gaalgnatas MIttal. 

@ Zur Durchfuhrung analytischer Bestimmungen durch Mi- 
schen und Inkubieren emer Probelosung mit wenigstens 
einem Reagenz und Messung eines Parameters im Reaktions- 
gemisch. wobei die Probelosung von emer Aufgabestetlung zu 
emer MeSstelle transportiert wird. transportiert man die Probe- 
losung zuers! zu e;nem loslichen Trockenreagenz unter wenig- 
stens teiiweiser Auflosung des letzteren und transportiert 
dann zur MeSstelle weitar und laBt den Transport durch zwei 
verschiedene Krafte erfotgen, wobei er wenigstens auf einem 
Teii der Transportstrecke durch eine auf die Losung wirkende 
Grenzllachenkraft als erste Kraft bewirkt wird. der zur Rege- 
lung der Transportgeschwindigkeit Oder Transportrichtung als 
zweite Kraft sine Zentrifugalkratt oder/und Druckkraft uberta- 
gerl wird, die je nachdem, welcher Transportzustand der Flus- 
sigkett eingestellt werden soli. gr66er oder kleiner als die erste 
Kraft gemacht wird. 
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Verfahren zur Durchfiihrung analytischer Bestimmungen und 
hierfiir geeignetes Mittel 


Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Durchfiihrung ana- 
lytischer Bestimmungen durch Mischen und Inkubieren einer 
Probelosung mit wenigstens einem Reagenz und Messung eines 
Parameters im Reaktionsgemisch und ein hierfiir geeignetes 
Mittel, 

Die Verwendung von Trockenreagentien auf geeigneten inerten 
Tragermaterialien ist ein seit langem bekanntes Hilfsmittel 
bei der Durchfiihrung chem. Reaktionen, die zum qualitativen 
Oder quantitativen Nachweis einer zu analy sierenden Substanz 
herangezogen werden konnen. Als Beispiele seien genannt: 
DE-AS 2332 760, DE-OS 2717 817, EPA 0014 797, DE-OS 2752 352, 
DE-OS 2927 345. Diesen Verfahren ist gemeinsam, daB die in 
Losung befindliche Probe auf den Reagenztrager gegeben wird. 
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Von seinem Auftragsort diffundiert die Probe dann unter 
Einwirkung von Kapillarkraf ten in den Trager, 

Auf dem Weg werden Reagentien ganz oder teilweise aufge- 
lost, die auf diese Weise gebildete Reagenz-Probelosung 
wandert weiter, bis sie schlieBlich zu einer MeBzone ge- 
langt, wo die Farbintensitatsanderung optisch vermessen 
wird. Die MeBzone ist jeweils integraler Bestandteil des 
Reagenztragers . 

Wie nun z. B. aus der DE-OS 2927 345 zu entnehmen ist, 
werfen Verfahren, bei denen die Dif fusionsprozesse unge- 
steuert ablaufen und bei denen die Remission von Licht- 
strahlen direkt auf dem Reagenz trager , der im allgemeinen 
aus einer opaken Schicht besteht, gemessen wird, betracht- 
liche Probleme auf. Fasermaterialien zeigen UnregelmaBig- 
keiten, die im Mikrobereich zu unterschiedlichen Ausbrei- 
tungsgeschwindigkeiten der Flussigkeiten fuhren, es ent- 
stehen Zonen mit hoheren oder niedrigeren Reagenzkonzen- 
trationen als sie optimal sind. So wird z. B. in der 
EPA 0014 797 erwahnt, daB "Luf ttaschen" in den Trager- 
materialien zu zusatzlichen Schwierigkeiten fuhren und die 
SchluBfolgerung gezogen, daB Flussigkeitsstrome , die durch 
Kapillarkrafte erzeugt werden, "kontrolliert" werden mussen. 

Der zweite wesentliche Nachteil liegt in der Remissions- 
messung selbst: 

im Gegensatz zur Durchlicht-Fotometrie gibt es hier keine 
lineare Beziehung zwischen der Konzentration einer licht- 
absorbierenden Substanz und der Extinktion. Man erhalt mehr 
Oder weniger stark gekrummte Eichkurven, in die die Ober- 
f lacheneigenschaften stark mit eingehen. Darin ist ein grund- 
satziicher Nachteil zu sehen, der die Reproduz ierbarke it 
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01 sich bildenden oder abnehmenden Triibungen ( turbidimetrische 
Verfahren) beruhen, grundsatzlich nicht durchgefiihrt warden. 
Diese stellen aber bei immunologischen Methoden und auch 
bei Enzymbestinunungen wie der Lipase-Bes timmung eine weit 

05 verbreitete zuverlassige Technik dar. 

Ein weiterer Nachteil solcher Analy senelemente ist darin zu 
' sehen, daB unterschiedliche Reaktionsphasen bei mehrstufiger Re- 
aktion auf getrennten Schichten der Analysenelemente nicht 
10 gezielt angesteuert warden konnen. Das heiBt, die Startzeit- 
punkte von Folgereaktionen hangen von der nicht konstatiten 
Dilf usionsgeschwindigkeit der Losung ab . 

Auch in der schichtenformigen Anordnung selbst ist ein Nach- 
15 teil zu sehen, da die Beriihrungsf lachen von Reagenzien, die 
sich in Bezug auf ihre Stabilitat ungunstig beeinflussen 
konnen, relativ groB sind. Gunstiger ware es, solche Reagenzien 
^ streng getrennt voneinander in einem Reagenz trager anzuordnen. 

20 Aus obigem geht hervor, daB es im Sinne der Erzielung von 
Analysenergebnissen mit maximaler Richtigkeit und Reprodu- 
zierbarkeit notwendig ist, die genannten Nachteile zu ver- 
meiden, da sie dem Anwendungsbereich solcher "Analysenele- 
mente", die aus Reagenztragern aufgebaut sind, relativ enge 

25 Grenzen setzen. 

Aus der Sicht des Benutzers sind solche Tes tdurchfilh rungs - 
techniken jedoch insofern vorteilhaft, als sie eine sehr 
einfache Handhabung erlauben, da keine Reagenzlosungen an- 
30 gesetzt werden mlissen, da das Pipettieren von Reagenz ent- 
fSllt, keine Stabilitatsprobleme mit den in Losung immer 
instabileren Reagenzien auftreten usw. 

Der Erfindung liegt nun die Aufgabe zugrunde , diese Vor- 
35 telle bei zubeha Iten wvA o ^ — . ^ ^- - — ■ 
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Gelost wird diese Aufgafae erfindungsgeinaB durch ein Ver- 
fahren zur Durchfuhrung analytischer Bestimmungen durch 
Mischen und Inkubieren einer Probelosung mit wenigstens 
einem Reagenz und Messung eines Parameters im Reaktions- 
gemisch, wobei die Probelosung von einer Auf gabestelle zu 
einer Meflstelle transportiert wird, welches dadurch ge- 
kennzeichnet ist, dafi man die Probelosung zuerst zu einem 
loslichen Trockenreagenz transportiert unter wenigstens 
teilweiser Auflc3sung des letzteren und dann zur MeBstelle 
weifcftrtranspcrtiert und der Transport durch zwei ver- ' 
schiedene Krafte erfolgt, wobei er wenigstens auf einem 
Tail der Transportstrecke durch eine auf die Losung 
wirkende GrenzflSchenkraft als erste Kraft bewirkt wird, 
der zur Regelung der Transportgeschwindigkeit oder Trans- 
portrichtung als zweite Kraft eine Zentrifugalkraft oder/ 
und Druckkraft iaberlagert wird, die je nachdem, welcher 
Transportzustand der Flilssigkeit eingestellt werden soil, 
groSer oder kleiner als die erste Kraft gemacht wird. 

Das neue Verfahren verbindet die Vorteile der geschilderten 
Reagenztragertechnik rait der Genauigkeit und Fehlerf reiheit 
ublicher naBchemischer Verfahren. 

Erreicht wird dies dadurch, daS die zu analysierende Probe- 
losung (im allgemeinen mit Wasser verdunnt) in eine Eingabe- 
stelle gegeben wird, von der aus sie auf dem Weg zu einer 
MeBstelle einen oder mehrere Trager von Trockenreagenz 
durchstromt, wobei die Reagenzien ganz oder teilweise gelost 
werden. Das Durchstromen geschieht unter strenger Kontrolle 
der FlieBgeschwindigkeiten und damit der FlieBzeiten, inclem 
der treibenden Grenz f ISchenkraf t eine zweite Kraft iiberlager: 
wird, die den Strom beschleunigen , bremsen oder anhalten 
kann. Am Ende des Stromungsweges gelangt die Flilssigkeit 
dann an eine MeBstelle, die nicht mit dem x^cnrrnr.-.^^^^ ^ 
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01 Als Reagenzien kommen dabei einerseits solche in Frage, die 
vom Tragermaterial ganz oder teilweise abgelost werden 
konnen, 2. B, Puffers ubs tanzen , Salze, Enzyme oder deren 
Substrate, andererseits solche, die am Tragermaterial ad- 

05 sorbtiv oder kovalent gebunden sind und an denen dann 

eine " Fes tphasen-Reaktion" stattfinden kann, beispielsweise 
lonenaustauscher, tragergebundene biologisch aktive Substan- 
zen wie Enzyme, Antikorper oder Antigene und ahnliche. 

10 Fiir die Messung eines Reaktionssignals eignen sich z. B. 
f aufier der schon erwahnten optischen Transmission je nach 
Ausfuhrungsform der MeBstelle auch Elektrodenpotentiale, 
elektrische Leitf ^higkeit , Fluoreszenzstrahlung usw. 

15 Im folgenden wird die Erfindung unter Bezugnahme auf die 
Zeichnung naher beschrieben. In dieser stellen dar: 

Fig. la und 1 b Oben- bzw. Seitenansicht eines fiir die Erfindung ge- 
eigneten Ejn<=atzelementes, 


20 


Fig. 2 Darstellung des Eloi^tes von Fig. la und lb auf dem Rotor 

Fig. 3, 4 und 5 Ansichten eines anderen Analysenelementes 
zur Durchfiihrung der Erfindung, 

Fig. 6, 7, 8, 9 und 10 er f indungs gemS. S erhaltene Analysen — 
25 resultate in graphischer Darstellung, 


Je nach den liberlagerten KrMften (K^) gibt es im wesent- 
lichen zwei Ausfiihrungsformen der Erfindung, wobei die 
treibenden Krafte (K^) jeweils Grenzf lachen- bzw, Kapillar- 
kr^fte sind. 

Bei der ersten Aus fiihrungs f orm ist eine Zentrifugalkraf t , 
Bei diesem Anaiysensys tem werden aus tauschbare Einsatzele- 
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1 Polyurethan u. a. sowie Reagenztragerfeldern, die ans ein.^m 
saugfShigen Tragermaterial, das mit dem Reagenz imprag- 
niert ist, oder anderen kleinen reagenzgefiillten Hohlraumen 

' (z. B. einer Oberf lachens truktur im Plastikkorper) , die in 

5 den Plastikkorper eingelegt sind, und einer Verschliefifolie 
bestehen, so auf einen Rotor einer Zentrifuge gesteckt, da/3 
die flussigkeitsbewegende Kapillarkraf t von der Zentrifugal- 
kraft gesteuert warden kann. Hierzu ist notwendig, dafl ver- 
schiedene Drehzahlen und damit Zentrif ugalkraf te eingestellt 

0 werden konnen. 


Der Analysenablauf bei dieser Ausfuh rungs form der Erfindung 
wird anhand der Figuren la und lb der beigefugten . Zeichnung 
naher beschrieben. Fig. la zeigt ein fiir die Erfindung ge- 
5 eignetes Einsatzelement in der Aufsicht, Fig. lb in der 
Seitenansicht im Schnitt. 

Fig. 2 stent schematisch dar, wie das Einsatzelement von Fig. 1 auf 
einera geeigneten Zentrif ugenrotor, wie er z. B. in der 
DE-OS 3044372 beschrieben ist, durch hier nicht gezeigte 
Befestigxingsmittel aufgebracht ist. 


Wie in Fig. la gezeigt, ist in einera Plastikformkorper eine 
Probenauftragskammer (31) vorgesehen, die mit verschiedenen 
■ Reagenzfeldern I bis VII (32) in Verbindung steht. Jedes 
Reagenzfeld besteht aus einem mit einem bestimmten Reagenz 
impragnierten Stuck saugfahigen Tragers, wie z. B. Papier 
Oder Vlies. (33) und (33a) sind Mischventile I und II , (34) 
bezeichnet die MeCstelle (Kuvette) . Fig. lb zeigt das Ein- 
satzelement von rig. la in Seitenansicht. (35) bezeichnet 
den Plastikgrundkorper, (36) die Verschliefifolie durch die 
Probenauftragskammer, Reagenzfeldermischventile und MeB- 
stelle abgedeckt sind. 


0073513 


01 Die Probe wird in die Prob enauf tragska.iTiiner (31) gegeben. Dann 
wird eine bestimiute Drehzahl U1 eingestellt, die geeignet 
ist, die Probe an das Reagenzfeld I (32) heranzuf Qhren . So- 
bald der Kontakt hergestellt ist, saugt die Kapillarkraf t 

05 die Losung auf, d, h. die Losung wird uber das Reagenzfeld (32) 
transportiert . 1st die Zentrif ugalkraft Z1 kleiner als die 
Kapillarkraf t K1, bleibt die Losung, sofem das Aufnahme- 
vo lumen des Feldes groBer ist als das Vo lumen der aufgegebe- 
nen Probe, in dem Feld (32). Mit der Bedingung Z1 CKT ist 

10 also die Verweilzeit der Losung in R I genau f est zii legen , 
VergroBert man nun die Zentrifugalkraf t auf Z2, so daB 
Z2>K1 gilt, verlaBt die um das auf R I befindliche Reagenz 
angereicherte Losung dieses Feld und tritt mit dem Reagenz- 
feld R II in Kontakt. Hier wiederholt sich der Vorgang. Die 

15 Losung wird Uber R II verteilt, d. h. weitertransportiert • 
In Analogie gelten die oben beschriebenen Bedingungen. 

Der Vorgang laBt sich beliebig oft wiederholen, wobei im 
hier skizzierten Fall Reagenzfelder I bis IV durchlaufen 

20 > werden. Natlirlich konnen die Einsatzelemente anders ge- 

staltet sein und auch mehr oder weniger Reagenzfelder auf- 
weisen. Die Krafte K und Z^ sind praktisch frei wahlbar, 
was vor allem fiir letztere durch die stufenlose Einstellung 
von Z technisch sehr einfach realisiert werden kann. 

25 ■ Die Durchfuhrung von Analysenverf ahren gewinnt dadurch an 
Vorteilen, daB man die dazu benotigte Zeit so kurz wie 
moglich halt, Deshalh sollte auch die Verweilzeit der 
L5sung auf den Reagenzfeidern so kurz wie moglich sein. 
Es ist moglich, die Zentri f ugalkraft Z so groB zu wahlen , 

30 ■ daB die Losung von den Kapillarkraf ten nur gebremst wird, 

d, h, die Losung kommt nicht zum Stehen, sondern wandert 

mit von der Kraft (Z - K ) hervorgeruf ener Geschwindig- 

n n ^ ^ 

keit durch die entsprechenden Reagenzfelder. Findet dieser 
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es leicnt moglxch, daB sich an der Losungsfront hoht:re 
Reagenzkonzentrationen einstellen, d. h, in Richtung Zentri- 
fugalkraft baut sich liber das Los un gs volume n ein Konzen- 
trationsanstieg auf. 

Zur Einhaltung definierter Reaktionsbedingungen gehort es 
jedoch, einheitliche Konzentrationsverhaltnisse - wenn 
notig - einzustellen. Urn derartige Inhomogenitaten zu be- 
seitigen, wird erf indungsgemaB ein sogenanntes Misch- 
ventil (33) vorgesehen. Das Mischventil (33) weist eine in 
Richtung der Zentrifugalkraf t geschlossene Begrenzungs- 
wand auf. Am Boden ist eine schrag nach unten entgegen der 
Stromungsrichtung von Probeauf tragskammer zu MeBstelle ange- 
ordnete grenz f lachenaktive Kammer, z. B. Kapillare angeord- 
net, welche an ihrem unteren Ende umbiegt und zum Reagenz- 
feld V weiterfiihrt. Solange die Zentrifugalkraf t Z3 groBer 
ist als die Kapillarkraf t in der Bodenkapillare K3, wird die 
Flussigkeit an der Begrenzungswand festgehalten . Senkt man 
Z3 unter den Wert von K3, so saugt die Kapillare die Flus- 
sigkeit selbstandig aus dem Mischraum (33) in die zugehorige 
Kapillare ab, wobei vorher bestehende Gradienten beseitigt 
werden und die Kapillarkraf t transportiert die Flussigkeit 
zum Reagenzfeld V. Allgemein ausgedruckt wirkt daher hier die 
Kapillarkraf t in der Kapillare des Mischventils (33) immer 
als Transportkraft, wenn Z<K ist. 

Die Standzeit im Mischventil (33) ist wiederum frei wahlbar 
durch die Einstellung der Bedingung 2^^> K^^. Die Bedingung 
fiir den Transport ist also genau umgekehrt zu den oben be- 
schriebenen Bedingungen. 

Die weiteren Schritte uber die Reagenz felder V bis VII und 
uber das Mischventil II (33a) brauchen nicht erneut beschrie- 
ben werden, sie ergeben sich aus T^jialoai pb'^^ ^--^ -'-^ 
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01 in die KUvette (34) zu tefordern. In bekannten Ausfuhrungs- 
formen von Zentrifugalanalyzern ist das Mischen ein auf- 
wendiger Vorgang, der z. B. durch starkes Beschleunigen und 
Abbremsen der Zentrifuge oder das Durchstromen der Losung 
05 mit Luft bewirkt wird. Dies wird er f indungs gemaB mit tech- 
nisch einfachen Mitteln vermieden. 

Bei der zweiten Aus f iihrungs f orm der Erfindung ist eine 
Druckkraft , 

10 

In den Fig, 3, 4 \ind 5 der Zeichnung werden fiir diese Aus- 
fuhrungsform geeignete Mittel in Form von wegwerfbaren 
Analysenelementen dargestellt, 

15 In Fig, 3 ist ein derartiges Element in Aufsicht, in Fig, 4 
in der Seitenansicht schematisch dargestellt, Der aus einem 
geeigneten Material, wie z, B, Plastik bestehende Formkorper 
(8) weist Reagenztragerfelder (5, 6, 7)- auf, die in den 
Plastikkorper eingelegt sind. Durch eine elastische Ver- 

20 schlieflfolie (11) sind diese Reagenztragerfelder abgedeckt. 
Eine Probenauftragskammer (9) enthalt ein saugfahiges iner- 
tes zusammenpre3bares Material, das beispielsweise in ent- 
lastetem Zustand 15 jil Fliissigkeit aufnehmen kann und im zu-_ 
sammengepreBten Zustand beispielsweise 2 ;il Fliissigkeit zu- 

25 ruckhalt, Eine Ausbuchtimg im Korper (8) dient als MeBstelle 
bzw. Kuvette (21). Der Korper (8) weist auBerdem eine Uber- 
laufkammer (10) und eine Entlu f tungsbohrung (12) auf. 

Ventilschlitze (1, 2, 3, 4) dienen zur Aufnahme von Ventil- 
30 stempeln, mit denen die einzelnen Reagenztragerfelder von- 
einander getrennt werden konnen. AuBerdem sind Druckstempel 
(13, 14, 15, 16) vorgesehen, deren Grundflache genau der 
Flache der jeweiligen Reagenz trager f ISche entspricht und 
die dazu dienen, gefullte Reagenz felder zusammenzudrlicken 
3S (V^. 
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Der Verfahrensablauf bei dieser Aus fiih rungs form der Erfindunc 
ist folgenderinaSen: 


Die Probe wird in die Auf tragskainmer (9) gebracht, indem die 
Folie (11) mit einer Nadel durchstochen wird. Es wird eine 
solche Menge injiziert, dafi sich das inerte , saugfahige 
Vlies in der Kammer (9) vollstandig fiillt, aber keine Losung 
abgibt. AnschlieBend wird z. B. durch eine geeignete Steue- 
rungsvorrichtung, der Stempel (13) *anf das Feld (9) yedrucKt, 
so daB die FlQssigkeit dieses Feld verlassen muB und mittels 
der Kapillarkraft in das Feld (5) transportiert wird, Uber 
die Kohasion der Flussigkeit wird diese praktisch Vollstandig 
nach (5) iiberfuhrt. AnschlieBend wird der Ventilstempei (17) 
2, B. ebenfalls iiber einen geeigneten Mechanismus gesteuert, 
15 heruntergedruckt, so daB (5) von der Auft rags kammer (9) ab- 
getrennt ist. Die Folie (11) paBt sich .jeweils den Konturen 
an und dient als Dichtmembran. Die Probelosung kann eine 
frei wahlbare Zeit lang im Feld (5) stehen gelassen warden. 
In der Kegel lost sich allerdings das im Feld (5) befindliche 
Trockenreagenz innerhalb weniger Sekunden. 
Iiu nachsten Schritt wird der Stempel (14) auf das Feld (5) 
gedriickt, so daB die Flussigkeit dieses Feld verlassen muB 
und liber die kapillare Ansaugwirkung des Feldes (6) in dieses 
hineintransportiert wird. Danach wird der Ventilstempei (18) 
25 heruntergedruckt, so daB der Kontakt zu Feld (5) unterbrochen 
ist. Wiederum kann die Zeit zur Ah- oder Auflosung des Reagenz 
in Feld (6) frei gewahlt werden (wobei es sich wiederum im 
allgemeinen urn Sekunden dauernde Vorgange handelt) . 


Sollte sich bei dem Fliissigkeits transport durch Kapillar- 
krafte und bei dem Einstromen in das Reagenzfeld ein Kon- 
zentrationsgradient aufbauen, kann dieser dadurch beseitigt 
werden, daB * 
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und Andriicken des Stempels (15), wird die Flussigkeit nach 
Feld (5) zuriicktransportiert. Durch Anheben von Stempel (15) 
und Andriicken von Stempel (14) wird die FlUssigkeit wieder 
nach Feld (6) zurUckbefordert • Gegebenenf alls kann diese 
Vor-Ruck"Bewegung mehrere Male wiederholt werden. 2um Schlufl 
wird dann wieder der Zustand hergestellt: Stempel (14) ange- 
driickt, Ventils tempel (18) angedriickt. 

Der Weitertransport der Flussigkeit von Feld (6) nach Feld 
(7) erfolgt nach gegebenenf alls Abheben von Ventilstempel 

(19) in analoger Weise durch Andriicken von Ventilstempel 
(18) und Andriicken von Stempel (15). Gegebenenf alls kann 
der Mischvorgang zwischen Feld (6) und Feld (7) in Analogic 
zur beschriebenen Weise unter Benutzung von Ventilstempel 

(20) wiederholt werden. 

Nach Auflosen des Reagenz in Feld (7) wird die so ent- 
standene Losung dann durch Andriicken von Ventilstempel (19) 
und Andriicken von Stempel (15) in die Kiivette (21) gedriickt, 

Danach wird in geeigneter Weise in einem iiblichen Verfahren 
die Extinktionsanderung wahrend einer geniigend langen Zeit 
gemessen, Aus dieser Signalanderung kann ebenfalls mit 
iiblichen Methoden die Konzentration der zu analysierenden 
Substanz berechnet werden. 

Die fiir die Durch fiihrung der fiir das Verfahren erf order li che 
Xnderung der 1. bzw. 2. Kraft zur Verfugung stehenden MaB- 
nahmen sind fur die Zentrif ugalkraf t in erster Linie in 
Drehzahlanderungen, fiir die Druckkraft in Bewegung von Druck- 
stempeln zu sehen. Die Grenzf ISchenkraf t kann auBer durch die 
Oberf ISchengestaltung auch durch Einsatz oberf lachenaktiver 
Mittel geregelt bzw. verandert werden. Als oberf lachenaktive 
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Beispiele fUr erf indungsgemafi durchf uhrbare Analysen sind 
die in der DE-OS P 30 44 385 beschriebenen . Insbesondere 
eignet sich das Verfahren zur Bestinunung von Glucose, 
Bilirubin, Creatinin, Albumin, EiweiB, Eisen , Hemoglobin, 
Harnstoff, Harnsaure, Triglyceriden , Cholesterin, Chlorid, 
Kalzium, Phosphat, ^-GT, alkalischer Phosphate, GOT^ GPT, 
Lacta tdehydrogenase , Lipase, Amylase, Creatinkinase , 
Schi Iddriisenhormonen , saure Phosphatase, Drogen , Krebsin- 
dikatoren und Gerinnungs f aktoren , wobei jeweils fiir diese 
Bestimmungen an sich bekannte Reagenzien eingesetzt wer- 
den konnen. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter: 
Beispiel 1 

Glucosebestimmung unter Verwendung des Einsatzelements gemafl 
Fig. 1 und 2. 

Auf Filterpapiere der Grofie 6x6 mm und der Dicke 0,3 mm 
wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus Fig. 1 
ersichtlich, im beschriebenen Einsatzelement positioniert : 


III Natriumphosphatpuf fer 6 30 pg 

2 , 4-Dichlorphenolsulf onsMure 46 6 pg 

Tween 20 (Sorbinacrogollaurat) 50 nl 

Mannit 1 mg 

IV 4-Aminoantipyrin 24 pg 

VII GOD (E.C, 1.1.3.4) 2200 mU 

POD (E.G. 1.11.1.7) 400 mU 


Humanserumproben wurden 1 : 200 mit bidest. Wasser ver- 
diinnt. Von dieser verdiinnten Losung wurden 60 pi in die 
Probenauf tragskammer (1) gegeben. 
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Es wurde bei 25 °C nach folgendem Prograiniu zentrifugier..: 


1 . 

10 

sec 

180 

Upm 

Anfeuchten der ersten Vliese 

2. 

10 

sec 

1500 

Upm 

Ausschleudern in 1. Mischventil (3) 

3. 

15 

sec 

0 

Upm 

Uberfiihrung nach V 

4. 

10 

sec 

1500 

Upm 

Ausschleudern in 2. Mischventil (3a] 

5. 

15 

sec 

0 

Upm 

Entleeren des 2. Mischventils (3a} 

6 . 

10 

sec 

150 

Upm 

Uberfiihren in die Kiivette (4) 

7. 

5 

sec 

1500 

Upm 

Austreiben von Luftblasen 

8. 

225 

sec 

360 

Upm 

Messung bei 500 nm 


Die Xnderung der Extinktion in Abhangigkeit von der Zeit 
wurde gemessen und nach einem der iiblichen "Fixed-time- 
kinetischen Verfahren" ausgewertet. Die unbekannten Konzen- 
trationen an Glucose in der Probe wurden nach Eichung des 
Verfahrens mit einem Standard bestimmt. Die Ubereinstiirunung 
mit einer Vergleichsmethode , der eine der bekannten manuel- 
len Techniken zugrunde liegt, ist sehr^gut, wie aus Fig. 6 
zu erkennen ist, welche die Ergebnisse der Vergleichsmethode 
auf der Abscisse, der erfindungsgemaflen Methode auf der 
Ordinate zeigt. 

Auf der Ordinate sind auch in den folgenden Beispielen die' 
Werte mit der erfindungsgemafien Methode aufgetragen (Sym- 
bol ZF) . 


Beispiel 2 

Alkalische Phosphatase wurde auf dein Einsatzelement gemafl 
Fig. 1 und 2 bestimmt, 

Auf Filterpapiere der GroQe 6 x 6 mm und der Dicke 0,3 rr-, 
wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus " 
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01 


II 


Natriumkarbonatpuf fer 
Magnesiumaspartat 


1200 >ig 
16 


05 


VI 


III 


NatriuKikarbonatpuf f er 

Magnesiumaspartat 

Tr is -p-Ni tr opheny Iphospha t 


Tris 


1200 pg 
16 pg 
313 pg 
31 >ig 


Eine Humanse rump robe wurde 1 : 10 mit bidest. Wasser ver- 
10 dunnt. Von dieser verdiinnten Losung wurden 60 pi in die 
Probenauf tragskammer (1) gegeben. 


Es wurde bei 37 C nach folgendem Programm zentrif ugiert : 


1 . 

10 

sec 

180 

Upm 

Anfeuchten der ersten Vliese 


2, 

10 

sec 

1500 

Upm 

Ausschleudern in 1, Mischventil 

(3) 

3. 

15 

sec 

0 

Upm 

Uberfiihrung nach V 


4. 

10 

sec 

1500 

Upm 

Ausschleudern in 2. Mischventil 

(3a) 

5 . 

15 

sec 

0 

Upm 

Entleeren des 2. Mischventils (3a) 

6 . 

10 

sec 

150 

Upm 

Uberfiihren in die Kuvette (4) 


7. 

5 

sec 

1500 

Upm 

Austreiben von Luftblasen 


8. 

225 

sec 

360 

Upm 

Messung bei 410 nm 



Die auf gezeichneten Abhangigkeiten der Extinktionen von der 
25 Zeit wurden nach einem der lib lichen Verfahren, bei denen die 
Steigung der Geraden ein MaB fiir die AktivitSt des zu be- 
stimmenden Enzyms ist, ausgewertet. Die unbekannten Aktivi- 
taten an Alkalischer Phosphatase in der Probe wurden nach 
Eichung des Verfahrens mit einem Standard bestimmt. Die 
30 Korrelation mit einer Vergleichsmethode , der eine der be- 
kannten manuellen Techniken zugrunde liegt, ist gut, wie 
aus Fig. 7 zu erkennen ist. 
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Beispiel 3 

Bilirubin-Bestimmung mit dem Einsatzelement von Fig. 1 and 2 


Auf Filterpapiere der GroBe 6 x 6 mm und der Dicke 0,3 
wurden folgende Reagentien aufgebracht und wie aus Fig. i 
ersichtlich, positioniert: 


II 2,5-Dichlorphenyldia2onium"naphtolsulfonat 6 8 


III Cetylpyridiniumchlorid igQO pg 

WeinsSure oyio/^ 

2400 pg 

V Nicht impragniertes Filterpapier 

Serumproben wurden 1 : lo mit bidest. Wasser verdiinnt. Von 
dieser verdunnten Losung wurden je 60 >al in die Probenauf- 
tragskammer (1) gegeben. 

Es wurde bei 25 °C nach folgendem Programm zentrifugiert : 


1 . 

10 

sec 

180 

Upm 

Anfeuchten der ersten Vliese 

2. 

10 

sec 

1500 

Upm 

Ausschleudern in 1. Mischventil (3) 

3. 

15 

sec 

0 

Upm 

Uberfuhrung nach V 

4. 

10 

sec 

1500 

Upm 

Ausschleudern in 2. Mischventil (3a) 

5. 

15 

sec 

0 

Upm 

Entleeren des 2. Mischventils (3a) 

6 . 

10 

sec 

150 

Upm 

Oberflihren in die Kuvette (4) 

7 . 

5 

sec 

1500 

Upm 

Austreiben von Luftblasen 

8. 

225 

sec 

360 

Upm 

Messung bei 550 nm 


Die aufgezeichneten Abhangigkeiten der Extinktionen von der 
2eit wurden nach einem der iiblichen "Endpunkt-Ve rf ahren " 
ausgewertet; die unbekannten Kcnzentr ationen an Bilirubin 
in der Probe wi:rden - ^ r7,-^u.__ . . 
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Beispiel 4 

01 Creatinkinase-Bestimmung mit dem Einsatzelement von Fig. 1 
und 2 . 


Auf Filterpapiere der GroGe 6 x 6 mm und der Dicke 0,3 mm 
05 wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus Fig. 1 
ersichtlich, positioniert : 


IV Imidazol 424 >ig 
Glucose 240 pg 

10 Magnesiumchlorid * ^H^O 128 pg 

EDTA-Natrium-Salz 4 7 ^g 

N-Acetylcys tein 205 pg 

Adenosinmonophosphat-Natrium-Salz 157 ^g 

Adenosindiphosphat 5 4 jag 

15 Diadenosinpentaphosphat-Lithium-Salz 0^6 pg 

NAJDP-Natrium-Salz , 110 pg 

V Hexokinase (E • C . 2 . 7 . K 1 . ) 2 1 8 mU 
Glucose-6 -Phosphat -Dehydrogenase (E.C, 1.1.1.49) 123 mU 
Creatinphosphat-Natrium-Salz 6 15 pg 


20 


Eine Humanse rump robe wurde 1 : 25 mit bidest. Wasser ver- 
diinnt. Von dieser verdunnten Losung wurden 60 pi in die 
Probenauf tragskammer (1) gegeben. 


25 Es wurde bei 37 nach folgendem Programm zentrifugiert ; 


30 


1 . 

10 

sec 

180 

Upm 

Anfeuchten der ersten Vliese 


2. 

10 

sec 

1500 

Upm 

Ausschleudern in 1. Mischventil 

(3) 

3. 

15 

sec 

0 

Upm 

Uberfiihrung nach V 


4 . 

10 

sec 

1500 

Upm 

Ausschleudern in 2. Mischventil 

( 3a) 

5 . 

15 

sec 

0 

Upm 

Entleeren des 2. Mischventils (3a) 

6 . 

10 

sec 

150 

Upm 

Uberflihren in die Kiivette (4) 


7 . 

5 

sec 

1500 

Upm 

Austreiben von Luftblasen 


8 . 

225 

sec 

360 

Uon 

s s n n i. 3 4*^ 
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Die :,af j^ze^.ai.aten Abhanqii^^Keiten der E:^ tinktionen von 
der ^3Lt wurden nach einem der ublichen Verfahren fur 
kinetische Messungen ausgewertet, die unbekannten Akti- 
vitaten an Creatinkinase in der Probe .wurden nach Eichung 
des Verfahrens mit einem Standard bestimmt. Die Uberein- 
stimmung mit einer Vergleichsine thode , der eine der bekann- 
ten manuellen Techniken zugrunde liegt , ist sehr gut, wie 
Fig, 9 zeigt- 


Beispiel 5 

IgG-Bestimmung mit dem Einsatzelement von Fig. 1 und 2. 

Auf Filterpapiere der GroBe 6 x 6 mm und der Dicke 0,3 mm 
wurden folgende Reagenzien aufgebracht und wie aus Fig. 1 
ersichtiich, positioniert (in diesem Fail wurden zwei ver- 
schiedene Reagenztragerpapiere in die gleiche Kammer gege- 
ben) : 

V Natriumhydrogenphosphat • 2H2O 52c 
Kaliumdihydrogenphosphat io7 pg 
Polyathylenglycol 6000 1570 pg 

V Antikorper gegen IgG (Titer = 16 mg/ml) 25 8 pg 

Eine Humanse rump robe wurde 1 : 200 mit bides t. Wasser ver- 
diinnt. Von dieser verdlinnten Losung v/urden 60 yil in die 
Probenauf tragskammer (1) gegeben. 

Es wurde bei 25 nach folgendem Programm zentrif ugier t : 


1 . 

2 . 
3. 


10 
10 
15 


sec 
sec 
sec 


180 Upm Anfeuchten der ersten Vliese 
1500 Upm Ausschleudern in 1. Mischventil (3) 
O Uom tiberfiih 
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01 5, 15 sec 0 Upm Entleeren des 2, Mischventils (3a) 

6. 10 sec 150 Upm Uberfuhren in die Kiivette (4) 

7. 5 sec 1500 Upm Austreiben von Luftblasen 

8. 225 sec 360 Upm Messung bei 340 nm 

05 

Die auf gezeichneten Abhangigkeiten der Extinktionen von der 
Zeit wurden nach einem der iiblichen Verfahren zur Auswertung 
von kinetischen Triibungs teste n ausgewertet, die unbekannten 
Konzentrationen an IgG in der Probe werden nach Eichung des 
10 Verfahrens mit 3 Standards unterschiedlicher Konzentration 
uad Ersteliung elner Eichkurve bestimmt. Die Ubereinstim- 
mung mit einer Vergleichsmethode , der eine Adaptation auf 
dem Analysenautomaten "ABA 100" der Firma ABBOTT zugrunde 
liegt, ist sehr gut, wie Fig. 10 zeigt, 

15 

Beispiel 6 

Glucosebestimmung mit dem Analysenelement gemaB Fig. 3. 

20 

Reagenz tragerpapiere der GroBe 6 x 6 x 0,3 mm werden wie 
folgt hergestellt: 10 pi der Reagenz lo sun gen , die 
ein Viertel der Substanzmengen enthalten wie die ver- 
schiedenen Papiere des Beispiels in Beispiel 1, werden auf 
25 ein Papier der angegebenen GroBe gegeben. Die Losungen 
werden vollstandig aufgesaugt; anschlieBend wird das 
Losungsmi t tel Wasser durch Lyophilisieren aus den Papieren 
entf ernt . 

30 Die drei verschiedenen Papiere werden in der gleichen 
Reihenfolge wie in Beispiel 1 auf die drei Positionen 
des ^Jialysenelements von Fig. 3 gelegt. 

Die Probe wird 1 : 200 mit brhs-H. WTssf^>- 
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W.ise auf '.:er. ersten Reo.^enstrager (L ) gebracht. ^e^w : 
zcit: TO sec. AnschlieBend wird die Losung aus (5) naiY 
(6) in ebenfails bereits ges childerter Art und Weise ge- 
bracht. Verweilzeit: 10 sec. In analoger Weise wird die 
Losung auf den Reagenztrager 3 (7) gebracht. Verweil- 
zeit: 5 sec. Von dort wird die Losung durch langsames Ab- 
senken des Stempels (16) in die Kuvette (21) gebracht. In 
ihr wird in bekannter Weise die Extinktion bei 500 nm in 
Abhangigkeit von der Zeit verfolgt. Aus dem Verlauf die- 
ser Kurve kann mit dem bekannten "Fixed-time-kinetischen" 
Verfahren nach Eichung mit einem Standard die niucosekcn- 
zentration in unbekannten Proben bestimmt werden. 

Es wurden waBrige Losungen mit den Konzentrationen 50, 
100, 150, 200, 300 und 400 mg/dl (durch Einwaage einge- 
stellt) lantersucht. Die Wiederf indung lag zwischen 9 8 
und 102 %. 


Beispiel 7 

Alkaiische Phosphatase mit dem Element gemaB Fis . 3. 

Reagenztragerpapiere der GroBe 6 x 6 x 0,3 mm werden wie 
folgt hergestellt: 10 pi der Re agenz losungen , die genau 
ein Viertel der Subs tanzmengen enthalten wie die ver- 
schiedenen Papiere des Beispiels 2, werden auf ein Papier 
der angegebenen GroBe gegeben. Die Losungen werden voll- 
standig aufgesaugt; anschlieBend wird das Los ungsmi tte 1 
Wasser durch Lyophi lisieren aus den Papieren entfernt. 

Die beiden Papiere werden in der gleichen Reihenfolge wie 
in Beispiel 2 auf die ersten beiden Positionen des Ana- 
lysenelements von Fig. 3 gelegt. Auf die dritte Position 

wird ein Par?-^.^^ r-o^o--^ - ^ v :, 


05 
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01 uie ir-'rcbe ^ . ro ::at bid- Nasser verdan:.\,^ 5 ii,, 

dieser veruunnten L^^^ng werde.: die Auf tragskanr>.-r {j; 
gegeben. Dann wird die Losung in der geschilderten V7eise 
auf den ersten Reagenz trager (5) gebracht. Verweilzeit: 
10 sec. AnschlieBend wird die Losung aus (5) nach (6) in 
ebenfalls bereits geschi Iderter Art und Weise gebracht, 
Verweilzeit; 10 sec. In analoger Weise wird die Losung 
auf das Leervlies (7) gebracht. Verwe-ilzeit : 5 sec. Von 
dort wird die Losung durch langsames Absenken des Stem- 
pels (16) in die Kiivette (21) gebracht. In ihr wird die 
Extinktion bei 410 nm in Abhangigkeit von der Zeit ver- 
folgt. Aus dem Verlauf der auf gezeichneten Geraden kann 
mit bekannten kinetischen Bestirrjnungsverf ahren nach Eichung 
mit einem Standard die Aktivitat der alkalischen Phospha- 
15 tase in unbekannten Proben bestimiut werden. 

Es wurden verschiedene Kontrollseren , die Aktivitaten 
zwischen 30 und 600 U/ 1 enthielten, untersucht. Die Wieder- 
findung lag zwischen 90 und 110 %. 


1 0 


20 


25 


30 


Beispiel 8 

Creatinkinasebes timrrtung mit dem Element gema/3 Fig. 3, 

Reagenztragerpapiere der GroBe 6 x 6 x 0,3 mm werden wie 
folgt hergestellt: 10 \xl der Reagenzlosungen , die genau 
ein Viertel der Subs tanzmengen enthalten wie die ver- 
schiedenen Papiere des Beispieis 4, wurden auf ein Papier 
der angegebenen Groj3e gegeben. Die Losungen werden voll- 
standig aufgesaugt; anschlieBend V7urde das Losungs mi tte 1 
Wasser durch Lyophi lisieren aus den Papieren entfernt. 


35 


Die beiden Papiere wurden in der gleichen Reihenfolge wie 
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01 Die Probe wurde 1 : 25 mit bides t. Wasser verdiinnt, 15 ^1 
dieser verdiinnten Losung warden in die Auf tragskammer (9) 
gegeben. Dann wird die Losung in der geschilderten Weise 
auf den ersten Reagenz trager (5) gebracht. Verweilzeit: 

05 10 sec. AnschlieBend wurde die Losung aus (5) nach (6) in 
ebenfalls bereits geschilderter Art und Weise gebracht. 
Verweilzeit: 10 sec. In analoger Weise wurde die Losung 
auf das Feld (7) bewegt. Verweilzeit: 5 sec. Von dort 
wird die Losung durch langsames Absenken des Sternpels (16) 

10 in die Kiivette (21) gebracht. In ihr wird in bekannter 
Weise die Extinkti on bei 340 nm in Abhangigkeit von der 
Zeit verfolgt. Nach einer gekrummten Anfangsphase erhielt 
man einen linearen Verlauf dieser Funktion. Aus diesem An- 
teil wird mit Hilfe von bekannten Auswerteverf ahren fiir 

15 kinetische Methoden nach Eichung mit einem Standard die 

Aktivitat an Creatinkinase in einer iinbekannten Probe be- 
stimmt. 


Es wurden verschiedene Humanserumproben mit auf gereinigtem 
20 Enzym in der Weise aufgestockt, dafl man Aktivitaten von 
5 bis 800 U/1 erhielt. Vergleichswerte wurden durch eine 
manuelle Messung gewonnen . Die Wiederf indungen gegentiber 
diesen manuellen Werten lagen zwischen 92 und 110 %. 


25 
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K Verfahren zur Durchfiihrung analytischer Bestimmungen 
durch Mischen und Inkubieren einer Probelosung mit 
wenigstens einem Reagenz und Messung eines Parameters 
im Reaktionsgemisch , wobei die Probelosung von einer 
Aufgabestellung zu einer MeCstelie transportiert wird, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man die Probelosung zuerst zu einem loslichen 
Trockenreagenz transportiert unter wenigstens teil- 
weiser Auflosung des letzteren und dann zur MeSstelle 
weitertransportiert und der Transport durch zwei ver- 
schiedene KrSfte erfolgt, wobei er wenigstens auf 
einem Teil der Transports trecke durch eine auf die 
Losung wirkende Grenzf lachenkraf t als erste Kraft be- 
wirkt wird, der zur Regelung der Transportgeschwindig- 
keit Oder Transportrichtung als zweite Kraft eine Zen- 
trifugalkraft oder/und Druckkraft (iberlagert wird, die 
je nachdem, welcher Transportzus tand der Flussigkeit 
eingestellt werden soil, groBer oder kleiner als die 
erste Kraft gemacht wird, 

2, Verfahren nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi man die erste 
physikalische Kraft in Richtung cder/und entgegen 

der Richtung der zweiten physikalischen Kraft ein- 
wirken lafit. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB man die erste 
physikalische Kraft durch die Oberf lachenqestaltuna 
oder/und oberf ISchenaktive Mittel regelt. 
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. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man den Wert der zweiten physikalischen Kraft 
mehrmals hoher und niedriger als den Wert der 
ersten physikalischen Kraft einstellt. 



\ 
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche , 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man wShrend der Inkubation des Reagenz-Probelosungs- 
gemisches den Wert der zweiten physikalischen Kraft 
uber den Wert der ersten physikalischen Kraft einstellt, 

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB man die zweite physikalische Kraft durch Snde- 
rung der Drehzalil eines Zentri f ugenrotors erhoht 
Oder erniedrigt. 

Rotoreinsatzelement zur Durchfiihrung des Verfahrens nach 
den Ansprlichen 1 bis 6 mit einer Zentrif ugalkraft als 
zweiter Kraft, gekennzeichnet durch einen Formkorper (35) 
mit einer Probenauf tragskanuner (31), die mit einer Mehr- 
zahl von Reagenzfeldern (32) in Verbindung steht, die 
jeweils ein mit einem bestimmten Reagenz impragniertes 
saugfahiges Tragermaterial enthalten, wenigstens einer 
Mischventilkammer (33, 33a), einer MeBkammer (34) and 
Mittel (36) zum Verschliei3en der Kammern und Felder. 

Analysenelement zur Durchfiihrung des Verfahrens nach den 
Anspruchen 1 bis 5 mit einer Druckkraft als zweiter Kraft, 
gekennzeichnet durch einen Formkorper (8) mit einer 
Probenauftragskammer (9), in der sich ein saugfahiges, 
inertes zusammenpre Bbares Material befindet, einer Mehr- 
zahl von Reagenztragerfeldem (5, 6, 7), die jeweils ein 
mit einem bestimmten Reagenz impragniertes saugfahiges 
zusammenpreBbares Tragermaterial enthalten, einer Me3- 
kammer (21), einer Uber laufkammer (10) und einer Ent- 
luf tungsbohrung (12), sowie mit zwischen den einzelnen 
Reagenztragerfeldem (5, 6, 7) s-vi-- 
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01 wegiich angeordneten Ventilstempeln sowie weiter einer 

Mehrzahl von Drucks tempeln (13, 14, 15, 16) die so an- 
geordnet sind, daB sie unabhangig voneinander auf die 
Probenauftragskaminer (9) und die ReagenztrSgerfelder 

05 (5, 6, 7) eine bestimmte Druckkraft auszuuben vermogen. 


10 
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FIG. 2 
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